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論文内容要旨
 翼b且
 F目星
 心不全では一般に活動電位持続時間(APD)延長とカルシウムハンドリングの障害が見られ,
 これと同時に致死性不整脈が増加する。これらの大部分に遅延後脱分極(DAD)が関与するこ
 とが報告されていが,その関係はまだ十分に分かっていない。
目的
 DADの発生に深く関与すると考えられているカルシウム波(Ca2-wave)を測定することに
 より,不全心で認められるAPDの延長が,DADに対してどのように影響しているかを検討す
 る。実験1:健常心筋におけるAPD延長のCa2」waveに対する影響を検討するため,Kチャネ
 ル遮断薬(MS-551)を用いて,健常心筋でAPDを延長させたときのCa2↓wave伝播速度の変
 化を測定する。実験2:モノクロタリンによる圧負荷右心不全ラットモデルを用いて,不全心筋
 でのCa2+wave伝播速度の変化を測定する。
方法
 張力トランスデューサーで張力を,レーザー回折法でサルコメア長(SL)を,微小電極法で膜
 電位を測定した。細胞内カルシウム濃度([Ca2+]i)は微小電極法でFura-2を負荷後,その蛍光
 をフォトマルチプライヤーチューブ(340nm/380nmra七io)及び高感度CCDカメラ(360/380nm
 ratioイメージ)で測定した。筋小胞体(SR)内のCa2→量はRapid-coolingcontruc七ure(急速
 冷却によるSR内Ca2牛量の評価;以下RCC)を用いて評価した。実験1:健常ラット(250～300g)
 の右室からトラベクラを摘出,細胞内Ca2+負荷の少ない条件(細胞外カルシウム濃度([Ca!']o)
 二〇.7mM,26。C,SL2.1μM,0.5Hz刺激)でMS-551による膜電位,[Ca2+]i,張力,RCCの
 変化を測定した。Ca2牛waveは細胞内Ca2†過負荷条件([Ca2+]o=1.5～4.OmM,22℃,SL2.1
 μM,L4～2.5Hz-7.5秒間の頻回刺激)で誘発し,MS-551による伝播速度の変化を測定した。
 MS-551の濃度は1,10,250μMを用いた。実験2:ラット(200g)にモノクロタリン(60mg
 /kg;以下MCTラット)または溶解液(対照ラット)を車回皮下注射した。4～5週間後に右
 室圧と臓器重量を測定後,実験1と同様にトラベクラを摘出し,細胞内Ca2+負荷の少ない条件
 で膜電位,[Ca2Tコi,張力を測定した。Ca2+waveは細胞内Ca2一過負荷条件([Ca2+]01.5～7.O
 mM,22℃,SL2.1μM,2Hz-7.5秒間の頻回刺激)で誘発し,伝播速度を測定した。
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結果
 実験1:Ms-551は濃度依存性にAPDを延長し,[ca1'liピーク値,張力,Rcc張力(sR内
 Ca2⊥量)を増加した。MS-551によりCa2†wave伝播速度は有意な増加(29.2±5%;250μM,
 p<0.01)を示し,濃度依存性にDADも増高した。実験2:MCTラットは対照ラットと比べ右
 室壁重量/(左室+中隔壁重量)比の増加(0.27vsO.52;p〈0.01)と右室圧の増加(20.5±1.1vs
 47.2±6.7mmHg;p<0.01)を認めた。また,MCTラットでは高度なAPD延長を認めたが,
 [Ca2牛]iピーク値,張力の増加はなく,[Ca2牛]i減衰時定数が増加していた。Westemblot法を
 用いて測定したSERCA2蛋白量はMCTラットで25%減少(p<0.01)していた。刺激頻度に
 対する反応は頻回刺激により軽度の張力減少(negativestaircase)を示し,フォルスコリン
 (アデニル酸シクラーゼ活性化剤)に対する反応は不良であった。これらの結果は心不全でのカ
 ルシウムバンドリングの障害によるものと考えられた。細胞内Ca2一過負荷条件(Ca21wave誘
 発時)ではMCTラットで拡張期[Ca『iの増加とCa2-wave伝播速度の増加を認め,Ca21
 wave伝播速度は両ラットで拡張期[Ca24]iと正の相関関係を示した。このことから,拡張期
 [Ca2+]i(細胞質Cバ濃度)の増加がCa2トwave伝播速度の増加に深く関連していることが示
 唆された。また,MCTラットでは[Ca2」]oを増加することによりDADが増高し,自発的な期
 外収縮を誘発することも可能であった。
結語
 これらの結果から1)健常心筋ではAPDの延長がSR内のCa1一量を増加させ,Ca2-wave伝
 播速度を増加し,DADを増高すること。2)不全心筋では高度なAPD延長とSERCA2の減
 少により,SR内のCa21よりもむしろ細胞質のCa2'が過剰に増加するためにCa2」wave伝播速
 度が増加し,DADを誘発しやすくすることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 心不全患者の死因はその約40%が突然死であると報告されており,それらの大部分は致死性
 不整脈によるものである。これら致死性不整脈の多くに遅延後脱分極(DAD)が関与すること
 が報告されているが,心不全時のDAD増加の機序については十分に研究されていない。
 本研究は不全心筋で一般的に見られるAPD延長と心不全時に増加するDADとの関係に着目
 し,DADの発生に関与するCa2+波を観察した実験的研究である。
 実験1ではラット健常心筋の摘出標本においてKチャネル遮断薬を用いてAPDを延長させ
 た際,APDに比例して筋小胞体内Ca2+量が増加し,Ca21波伝播速度の増加およびDADが増
 大することを明らかにした。実験2ではモノクロタリンによる心不全ラットを作成,得られた不
 全心筋では高度なAPD延長とSERCA2蛋白が減少していることを確認した。その際のAPD
 延長は筋小胞体内Ca2⊥量よりもむしろ細胞質Ca2+濃度を増加させ,同時にCa2+波伝播速度の
 増加およびDAD増大を引き起こした。さらにCa2+波伝播速度と拡張期細胞内のCa2+濃度は良
 好な相関関係を示すことを明らかにした。
 これらの結果は不全心筋でのAPD延長がSERCA2蛋白の減少によって,むしろ細胞質Ca2升
 濃度を増加させ,それを介してCa2曽wave伝播速度の増加,DADの増加を引き起こすことを示
 唆している。これは心不全時に筋小胞体内Ca!→量が減少するにもかかわらず,DADが増加す
 るいわゆる“DADの逆説"に対する一つの説明となりうる興味ある結果である。
 本研究は不全心筋でCa2+wave伝播速度を測定したはじめての報告であると共に心不全時の
 APD延長とDADとの関係をはじめて明らかにした研究である。
 本論文は独創性を有し,内容も十分に理解できるものである。よって本論文は学位論文として
 十分値するものと考える。
 一372一
